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V 
摘要 
结直肠癌（colorectal cancer，CRC）是当今世界高发恶性肿瘤之一，多数由
散发腺瘤阶段性发展而来，少数结肠癌的发生呈家族性聚集现象或由炎性肠病诱
导发生。对结肠癌的早期筛查与诊断是结肠癌防治重点，由于结肠癌患者个体间
差异性大，对靶向药物的开发是未来结肠癌治疗的重要辅助手段。 
组蛋白去甲基化酶JMJD1A(Jumonji domain containing 1A)通过羟基化作用使
组蛋白赖氨酸去甲基进而行使转录调节功能，参与精子生成、能量代谢、干细胞
更新调控，也参与低氧诱导下的肿瘤调控。相关报道发现JMJD1A与结直肠癌发
生发展相关并且可以作为一种新的结直肠癌预后肿瘤标志物，我们的前期研究也
发现在57%结直肠癌样本中JMJD1A过表达，但其参与结直肠癌增殖、侵袭转移
的分子机制仍不清楚。 
本论文中，我们首先在结直肠癌样本和结肠癌细胞系中检测到JMJD1A表达
水平的提高，然后通过荧光素酶报告基因发现结直肠癌细胞系中JMJD1A与
β-catenin共激活Wnt信号通路，进而免疫沉淀实验与GST-pull down检测到
JMJD1A与β-catenin有蛋白间的直接相互作用，我们也通过构建缺失突变质粒研
究了JMJD1A与β-catenin的可能结合区域。为研究JMJD1A对结肠癌细胞表型的影
响，我们对结肠癌细胞株敲低JMJD1A以检测其增殖、迁移能力的改变。综上，
本研究试图通过对JMJD1A影响结直肠癌发生发展的分子机制研究，为结直肠癌
的靶向治疗提供新的思路。 
关键词：结直肠癌；JMJD1A；Wnt 
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Abstract 
Colorectal cancer(CRC) has been one of the top malignancies over the world, 
most of which derive from sporadic adenocarcinoma while few developed from IBDs 
or familial adenomatous polyposis (FAP). Early screening and diagnosis of CRC is 
important because of poor prognosis of CRC. At present, target therapy has become 
the mainstream of CRC adjuvant therapy given the heterogeneity of different CRC 
clinical cases and the inefficiency of prevalent surgery method followed by 
radiotherapy and chemotherapy. 
Histone demethylase JMJD1A (Jumonji domain containing) 1A enforces its 
transcriptional regulation function through histone H3 Lysine 9 (H3K9) demethylation 
in a hydroxylation manner. Despite the fact that JMJD1A is identified most highly 
expressed in testis of male animal, its involvement in spermatogenesis, energy 
metabolism and stem cell renewal regulation has been reported. Recent study has 
found that JMJD1A also plays an important role in CRC development and was 
identified as a novel prognostic marker for CRC. Our preliminary research has 
discovered JMJD1A overexpression in 64% human CRC specimens while the 
molecular mechanisms involving JMJD1A in CRC proliferation, invasiveness and 
metastasis remains unclear. 
In my thesis, we first identified high expression levels of JMJD1A proteins in 
CRC samples and CRC cell lines which might indicate that JMJD1A correlates with 
CRC occurrence in a positive manner, then the relative luciferase utility assay was 
carried out to verify that JMJD1A promotes β-catenin transcriptional activity in Wnt 
signaling. An interaction between JMJD1A and β-catenin is proved by co-IP assay and 
the GST-pull down assay of deletion mutations of JMJD1A with β-catenin may reveal 
its possible binding region with β-catenin. In order to figure out the possible 
mechanisms underlying its regulation on CRC, JMJD1A was knockdown in CRC cell 
lines to investigate the impact of JMJD1A on CRC proliferation, migration and 
invasion. We come out with a theory that JMJD1A promotes CRC development in a 
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VII 
Wnt dependent manner. Finally, the AOM/DSS induced CRC mice model in JMJD1A 
deficient mice and wildtype mice will be carried out to testify our theory. Above all, 
our investigation of how JMJD1A plays its important role in CRC development might 
provide some evidence for developing new CRC treatment strategy.         
Key words: Colorectal cancer;JMJD1A;Wnt
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研究与肿瘤分子生物学研究证实炎症与结直肠癌发生有着密切联系[20, 21] 。炎性
肠病（Inflammatory bowel disease, IBD） 是一种病因不明的肠道慢性炎症性病变，
随着炎症病程的加深可能导致结肠癌的发生，IBD 的癌变进程经历了从炎症到
低、高度不典型增生直至最终发生癌变[22]。炎症性肠病包括克隆氏病（Crohn’s 
disease, CD）和溃疡性结肠炎(ulcerativecolitis, UC)[23]。CD和UC以肠道慢性、迁
延发作性炎症为特征，随着病程延长结直肠癌发生风险不断地提高。 
慢性炎症导致肿瘤发生主要与各种炎性因子和氧自由基有关[24]，在炎症发
生时，炎症细胞如中性粒细胞、巨噬细胞等产生活性氧ROS和活性氮RNS，诱导
细胞的DNA损伤、蛋白组装和 DNA 修复异常，进而刺激释放细胞因子和趋化
因子，诱导细胞增生，刺激血管生成最终促成肿瘤的生长[25]。此外，氧自由基
还可以激活产生自由基的基因，如一氧化氮合酶、COX-2 基因等，从而推进炎
症反应到癌变进程。慢性炎症产生的自由基也会导致遗传学改变，如p53的突变，
在IBD癌变早期是一个重要事件。我们上面提到表观遗传学的改变也可能促成炎
症向肿瘤的转化，最近的研究证实DNA的甲基化可随着DNA复制而遗传[26]，而
氧化应激、促炎因子等是DNA甲基化的重要启动因素，但其具体机制仍不清楚。
另外基因的高甲基化，包括 hMLHI、细胞周期抑制物 p16INK4a 启动子和 
p14ARF，也是致癌重要因素[27]，近来研究发现通过检测相关基因的甲基化可以
提高对 IBD 相关 CRC 的诊断率。 
炎性肠病相关结直肠癌的临床特点、癌变的高危因素以及相关机制与散发性 
CRC 有着明显的不同，对其癌变机制的进一步研究将有助于明确肿瘤发生和发
展的过程，为临床早期预防以及治疗靶点的选择奠定理论依据。 
3. 结直肠癌相关通路 
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图1.2 结直肠肿瘤发生模型[28] 
Fig.1.2 Genetic model of colorectal tumorigenesis 
 
根据 Fearon 和 Vogelstein 的理论，结直肠癌的发生是一个多因素、多阶段、
各分子作用不断累积的过程，该结肠癌发生模型提出，在多数散发性结直肠癌发
展过程中，ras和p53基因突变尤为重要[29]。散发性结直肠癌从正常结肠上皮细胞
经腺瘤发展为癌细胞，遗传性状的改变如染色体损伤导致的癌基因突变与抑癌基
因失活的积累，被认为是造成结直肠癌发生的重要原因，在结肠癌演变的过程中，
表观修饰与微环境变化促进了恶性表型的发生[30]。近年来，对结直肠癌发生发
展相关分子机制的研究逐渐深入，但是对影响其癌变、转移等生物学过程的关键
因素仍未了解透彻[31]。 
已知多种信号通路参与了结肠癌发生，包括TGF-β/BMP、Notch、
Wnt/β-catenin、PI3K/Akt、MAPK、mTOR和NF-kB等，对这些通路的研究已比较
深入，涉及到的癌基因及抑癌基因有C-erbB、CyclinD1、Ras、myc、myb、P53、
P73、Ets、APC、PTEN、P16、P21等 [10, 32-36]，这些癌基因的激活与抑癌基因的
抑制综合作用于细胞生理过程如增殖、分化、凋亡、周期进程，进而促使细胞一
系列生理性状的改变，最终通过调控代谢酶活性、胞间粘附、侵袭转移等过程促
成恶性肿瘤的形成[37]。对结直肠癌分子机制的深入研究为结直肠癌筛查、预防
和早期诊断提供了理论基础与实验依据，参与的信号通路与生理过程也成为热门
肿瘤治疗靶点[38]，而目前，早发现早治疗仍然是对结直肠癌最积极有效的防治
手段。 
3.1 Wnt 通路概述   
Wnt通路是由Wnt基因调控的重要信号传导通路 。Wnt信号通路在物种进化
过程中高度保守，调控包括动物胚胎的早期发育、器官形成、组织再生和其它生
理过程，此外也同许多癌症的发生发展有着密切的联系，约90％的散发性大肠癌
中存在Wnt信号通路的突变[39]。肠道是人体细胞更新最快的器官， Wnt信号通路
可促进结肠隐窝干细胞不断进行增殖, 为肠黏膜细胞的更新修复提供细胞来源
[40]，但另一方面肠道细胞因增殖失控而发生癌变的几率也大大增加。 
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在过度表达。c-Myc与cyclin D1基因的启动子中含有Tcf家族的结合位点，
β-catenin入核与Tcf形成转录激活复合体可上调c-Myc与cyclin D1的表达，对结直
肠癌发展起推动作用。c-Myc通过抑制CDK的抑制因子p21，促进G1/S期的进行，
CyclinD1则通过直接激活G1期的CDK促进细胞周期进程。 
多数结直肠癌患者早期都可检测到 Wnt 通路的失控和 APC 的失活，由此可
用 APC 分子筛选法检测可能发生结直肠癌突变的患者[54]，但是仅以 APC 突变作
为筛选标记是不够的，结合其他肿瘤特异标记分子，如 β-catenin 的积聚通常预
示着肿瘤侵袭力较强，术后复发率更高，以及生存率较低，因此建立合理的结直
肠癌分子筛选系统是相关通路研究能够首先解决的问题。 
4.表观遗传学 
表观遗传学（epigenetics）研究在DNA序列没有发生改变的情况下，基因表
达或细胞表型仍然发生了可遗传变化的现象[55, 56]。和经典遗传学研究基因序列
影响生物表型不同，表观遗传学研究非遗传信息的改变对生物表型造成的影响及
其维持的机制。表观遗传学的研究内容包括DNA甲基化、RNA干扰、组蛋白修
饰和染色质重塑等方面[57, 58]。表观遗传在发育和细胞增殖中发挥了重要的作用，
在长期进化过程中也影响了生物体表型[59]。另外多种疾病包括癌症也与表观遗
传有关，如DNA 的CpG岛甲基化被证明是多种肿瘤的早期特征，组蛋白的乙酰
化修饰可导致肿瘤的发生，染色质重塑参与了肿瘤相关细胞生理过程等。 
4.1JmjC 家族 
核小体由组蛋白与DNA构成，是真核细胞染色质的基本组成单位，核小体
的每个核心组蛋白都包括折叠结构域和氨基酸末端结构域，其中氨基酸末端结构
域可发生多种翻译后修饰，包括磷酸化、甲基化、乙酰化、泛素化、SUMO化和
ADP糖基化等。其中组蛋白的甲基化和乙酰化能极大地影响生物体的表观性状，
是目前表观遗传学研究的重点领域[60, 61]。过去一度认为组蛋白的修饰是不可逆
的，直到2004年Shi等[62]发现第一个组蛋白去甲基化酶LSD
（Lysine-specific-demethylase）。2006年发现第一个含有jumonjiC（JmjC）结构
域的组蛋白去甲基化酶JHDM1A[63]，目前已发现两大类组蛋白去甲基化酶：1.
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以LSD为代表的去甲基化酶，在催化过程中需要黄素腺嘌呤二核苷酸作为辅助因
子；2. 含JmjC结构域的去甲基化酶，需要Fe（Ⅱ）和α－酮戊二酸（α-ketoglutarate，
α-KG）参与。 
4.2JMJD1A 概述 
组蛋白的甲基化修饰通常发生在赖氨酸和精氨酸残基，赖氨酸的甲基化修饰
由赖氨酸甲基转移酶和赖氨酸去甲基化酶共同完成，后者包括一个含JmjC结构
域的蛋白家族，该家族成员众多，催化底物多样[64]，本文就对其中了解较多的
一个家族成员JMJD1A做一介绍。 
Jmjd1a（Jumonji domain-containing protein 1A）最初在小鼠睾丸基因文库中
发现，被命名为TSGA，后于1998年由人脑cDNA文库克隆获得[65]。JMJD1A又名
KDM3A（Lysine-specific demethylase 3A）和JHDM2A（JmjC domain-containing 
histone demethylase 2A），RT-PCR和酶联免疫发现JMJD1A在睾丸组织中表达最
高，故又名睾丸特异性基因（Testis specific gene A，TSGA），在卵巢、肾脏、
心脏、肺和大脑中也有高表达，而在骨骼肌、肝脏和脾脏中表达量适中[66]。人
类的JMJD1A基因定位于2p11.2，编码的蛋白质包含1321个氨基酸残基，分子量
为150 kDa，凝胶过滤所得分子量约300 kDa提示JMJD1A可能通过形成同源二聚
体发挥作用[67, 68]。JMJD1A的C端1058-1281区域为典型的JmjC结构域，是Jumonji
家组成员的特征性模块，中部662-687为C6型锌指结构域， LXXLL结构模序位
于885-889，是五个氨基酸组成的保守序列，该结构参与核受体复合物的形成，
此外N端还包含一个核定位信号，引导JMJD1A入核行使辅激活因子功能。突变
分析显示JmjC结构域和锌指结构域是JMJD1A发挥催化活性必须结构，当发生
H1120Y突变其去甲基化酶活性丧失，此外，1-756、623-717或1010-1321位缺失
均可导致JMJD1A失去酶活性[63]。 
组蛋白共有六个赖氨酸残基可发生甲基化：H3K4(Histone 3 lysine 4)、H3K9、
H3K27、H3K36、H3K79和H4K20，通常H3K4、H3K36和H3K79的甲基化与转
录激活有关，而H3K9、H3K37和H4K20甲基化与转录抑制相关[69]。JMJD1A底物
为H3K9me1/me2，可下调H3K9me1和H3K9me2甲基化水平[68]，而对H3K9me3只
有微弱催化活性或没有影响。 
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治疗奠定坚实科学基础。 
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